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NOTE ON THE MONOGRAPH 

As a result of a collaborative study involving manufacturers of somatropin and OMCLs 
(report of collaborative study available upon request from the Secretariat), it is proposed 
to replace the isoelectric method for the determination of isoform distribution by a 
capillary zone electrophoresis method. The reader’s attention is drawn to the proposed 
specifications. 

xXxX09.52 

SOMATROPIN FOR INJECTION 

Somatropinum ad iniectabilium 

FPTIPLSRLF DNAMLRAHRL HQLAFDTYQE FEEAYIPKEQ 

KYSFLQNPQT SLCFSESIPT PSNREETQQK SNLELLRISL 

LLIQSWLEPV QFLRSVFANS 

i, 

LVYGASDSNV YDLLKDLEEG 

IQTLMGRLED GSPRTGQIFK QTYSKFDTNS HNDDALLKNY 

GLLYCFRKDM DKVETFLRIV Q$RSVEGSFG F 

M, 22 125 

DEFINITION 

Freeze-dried, sterile preparation of a protein having the structure (191 amino-acid residues) 
of the major component of growth hormone produced by the human pituitary. 

Content: 89.0 per cent to 105.0 per cent of the amount of somatropin stated on the label. 

By convention, for the purpose of labelling somatropin preparations, 1 mg of anhydrous 
somatropin (C,,,H,,,,N,,O,,S,) is equivalent to 3.0 IU of biological activity. 

Somatropin for injection complies with the requirements of the monograph on Parenteral 
preparations (0520). 

PRODUCTION 

Somatropin for injection is prepared either from Somatropin (0951) or from Somatropin 
bulk solution (09501, or by a method based on recombinant DNA (rDNA) technology in 
which the injectable preparation is produced without the isolation of an intermediate solid 
or liquid bulk. In the latter case, during the course of product development, it must be 
demonstrated that the manufacturing process produces a product having a biological 
activity of not less than 2.5 IU/mg, using a validated bioassay based on growth promotion 
and approved by the competent authority. The purified preparation, to which buffers 
and stabilisers may be added, is filtered through a bacteria-retentive filter, aseptically 
distributed in sterile containers of glass type I (3.2.1) and freeze-dried. The containers are 
immediately sealed so as to exclude microbial contamination and moisture. 

Somatropin for injection complies with the following additional requirements. 
Host-cell-derived proteins. The limit is approved by the competent authority. 
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Host-cell- and vector-derived DNA. The limit is approved by the competent authority. 

Where somatropin for injection is prepared from Somatropin (0951) or from Somatropin 
bulk solution (09!8), compliance with the requirements for host-c&dQrivQd proteins, 
host-cQtl- and UQctordQrivQd DNA, idQntifkation test 4, identification test C and charged 
variants distribution need not be reconfirmed by the manufacturer during subsequent - 
production of somatropin for injection. 

CHARACTERS 

Appearance: white or almost white powder. 

IDENTIFICATION 

A; 

& 

B. 

C. 

. . :fr\ 
Capillary electrophoresis (2.2.47) as described in the test for charged variants 
distribution with the following modification. 

,InjQction : test solution (b); under pressure or vacuum, using the following sequence; 
sample injection (3 s) CZE buffer (1 s). -- 
R~su2t.s: in the electropherogram obtained, only 1 principal peak, corresponding to 
somatropin, is detected: no doubling of this peak is observed. 

Examine the chromatograms obtained in the test for related proteins. 

Results: the principal peak in the chromatogram obtained with the test solution is 
similar in retention time and size to the principal peak in the chromatogram obtained 
with the reference solution. 

Peptide mapping (2.255). 

S'ELECTNECLEAVAGEOFTHEPEPTIDEBONDS 

Test solution. Prepare a solution of the substance to be examined in 0.05M 
h-is-hydrochloridQ buffer solution pH Z5 R to obtain a solution containing 2.0 mg/ml 
of somatropin and transfer about 1.0 ml to a tube made from suitable material such 
as polypropylene. Prepare a 1 mg/ml solution of trypsin for peptide mapping R in 
0.05M tris-hydrochloride buffer solution pH Z5 R and add 30 1.11 to the solution of 
the substance to be examined. Cap the tube and place in a water-bath at 37 “C for 
4 h. Remove from the water-bath and stop the reaction immediately, for example by 
:freezing. If analysed immediately using an automatic injector, maintain at 2-8 “C. 
RQfQrQncQ solution. Prepare at the same time and in the same manner as for the test 
solution but using somatropin CRS instead of the substance to be examined. 
CHROMATOGRAPHIC SEPARATION. Liquid chromatography (2.229). 
IColumn : 
.- size: I= 0.25 m, 0 = 4.6 mm, 
.- stationary phase: octytsilyl silica gQ1 for chromatography R (5-10 pm), 

- temperature: 30 “C. 

- 
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Mobile phase : 
.- mobile phase A: dilute 1 ml of tritluoroacetic acid R to 1000 ml with water R, 
.- mobile phase B: to 100 ml of water R add 1 ml of triffuoroacetic acid R and dilute 

to 1000 ml with acetonitrile for chromatography R, 
Time Mobile phase A Mobile phase B 

bin) (per cent V/v (per cent v/v 
0 - 20 100 -3 80 0 -+ 20 

20 - 40 a0 -3 75 20 -3 25 

40 - 65 75 -+ 50 25 -+ 50 
65 - 70 50 -3 20 50 -3 80 

70 - 71 20 3 100 80 -+O 

.Flow rate: 1 ml/min. 
Detection: spectrophotometer at 214 nm. 
Injection: 100 f-11. 
,System suitability: the chromatograms obtained with the test solution and the 
reference solution are qualitatively similar to the Ph. Eur. reference chromatogram of 
somatropin digest. 
Results: the profile of the chromatogram obtained with the test solution corresponds 
to that of the chromatogram obtained with the reference solution. 

D. Examine the chromatograms obtained in the assay. 
Results: the principal peak in the chromatogram obtained with the test solution is 
similar in retention time and size to the principal peak in the chromatogram obtained 
Iwith the reference solution. 

TESTS 
Related proteins. Liquid chromatography (22.29) : use the normalisation procedure. 
Test solution. Prepare a solution of the substance to be examined in 0.05 M 
tris-hydrochloride buffer solution pH Z5 R, containing 2.0 mg/ml of somatropin. 
Reference solution. Prepare a solution of somatropin CRS in 0.05 M tris-hydrochloride 
buffer solution pH 25 R, containing 2.0 mg/ml of somatropin. 
Resolution solution (somatropin/desamidosomatropin resolution mitiure). Prepare a 
solution of somatropin CRS in 0.05 M tris-hydrochloride buffer solution pH Z5 R to 
obtain a 2.0 mg/ml solution of somatropin. Either filter through a sterile filter or add 
sodium azide R to a concentration of 0.1 mg/ml and allow to stand at room temperature 
for 24 h. 
Maintain the solutions at 2-8 “C and use within 24 h. If an automatic injector is used, 
maintain at 2-8 “C. 
Column: 
- size: I= 0.25 m, 0 = 4.6 mm; 
- stationary phase: a suitable singly end-capped butylsilyl silica gel, with a granulometry 

of 5 urn and a porosity of 30 nm; a silica saturation column is placed between the pump 
and the injector valve; 
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- temperature: 45 “C. 
Mobile phase: propanol R, O.O5Mtris-hydrochloride bufkr solution pH Z5R (2971 V/v). 
Flow rate: 0.5 ml/min. 
Detection : spectrophotometer at 220 nm. 
Preconditioning of the column: rinse with 200500 ml of a 0.1 per cent Vflsolution of 
trifluoroacetic acid R in a 50 per cent V/v solution of acetonitrile R. Repeat as necessary, 
to i.mprove column performance. 
Injection: 20 HI. 
Relative retention with reference to somatropin: desamidosomatropin = about 0.85. 
System suitability: resolution solution: 
- retention time: somatropin = about 33 min; if necessary, adjust the concentration of 

propanol R in the mobile phase; 
- resolution: minimum 1.0 between the peaks due to desamidosomatropin and 

somatropin; 
- symmetry factor: 0.9 to 1.8 for the peak due to somatropin. 
Limits: 
- total: maximum 13.0 per cent. 
Dimer and related substances of higher molecular mass. Size-exclusion chromatography 
(Z.2S30): use the normalisation procedure. 
Test solution. Prepare a solution of the substance to be examined in 0.025M phosphate 
but&r solution pH ZO R, containing 1.0 mg/ml of somatropin. 
Reference solution. Dissolve the contents of a vial of somatropin CRS in 0.025M 
phosphate buffer solution pH ZO R and dilute with the same solvent to obtain a 
concentration of 1.0 mg/ml. 
Resolution solution. Place 1 vial of somatropin CRS in an oven at 50 “C for a period 
sufficient to generate l-2 per cent of dimer (typically 12-24 h). Dissolve its contents in 
0.025M phosphate buffer solution pH 7.0 R and dilute with the same solvent to obtain a 
concentration of 1.0 mg/ml. 
Column: 
- size: I= 0.30 m, 0 = 7.8 mm, 
- stationary phase: hydrophilic silica gel for chromatography R of a grade suitable for 

fractionation of globular proteins in the molecular mass range of 5000 to 150 000. 
Mobile phase: 2-propanol R, 0.063 M phosphate buffer solution pH ZO R (3:97 V/v); 
filter and degas. 
Flow rate: 0.6 ml/min. 
Detection: spectrophotometer at 214 nm. 
Injection: 20 ~1. 
Relative retention with reference to somatropin monomer: related substances of higher 
molecular mass = about 0.65; somatropin dimer = about 0.9. 
System suitability: resolution solution: 
- retention time: somatropin = 12 min to 17 min, 
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- peak-to-valley ratio: minimum 2.5, where HP = height above the baseline of the peak 
due to the dimer and H, = height above the baseline of the lowest point of the curve 
separating this peak from the peak due to the monomer. 

Limits: 

- total of the peaks with retention times less than that of the principal peak: maximum 
6.0 per cent. 

- 
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Charged variants distribution. Capillary zone electrophoresis (2.2.47). 

The following chromatogram is shown for information but will not be published in 
the European Pharmacopoeia. 

Figure 0952.-l. - Representative electropherogram of somatropin 
Test solution (a). Prepare a solution of the substance to be examined containing 1 mg/ml - 
of somatropin. - 
Test solution (b). Mix equal volumes of test solution (a) and the reference solution. - 
Reference solution. Dissolve the contents of a vial of somatropin CRS in water R and 
dilute with the same solvent to obtain a concentration of 1 mg/ml. - 
Capillary : --- 
- material: uncoated fused silica, - -____ 
- size: effective length = about 70 cm, 0 = 50 pm. - -- 
Temperature: 30 “C. - 

- 

CZE buffer: 13.2 g/l solution of ammonium phosphate R adjusted to pH 6.0 with -~- 
phosphorous acid R and filtered. - 
Detection : spectrophotometer at 195 nm. -- 
Set the autosampler to store the samples at 4 “C during analysis. - 
Preconditioning of the capillary: rinse with 1 M sodium hydroxide for 20 min, with - 
water R for 10 min and with CZE buffer for 20 min. -~ 
Betmeen-run rinsing: rinse with 0.1 M sodium hydroxide for 2 min and with CZE buffer 
for 6 min --d 
I&ction: test solution (a) and the reference solution; under pressure or vacuum, using 
the following sequence: sample injection Q s) CZE buffer (1 s). -- 
Migration: apply a field strength of 217 V/cm (20 kV for capillaries of 92 cm total length) 
for 80 min, using CZE buffer as the electrolyte in both buffer reservoirs. -- 
Relative migration with reference to somatropin: cleaved form = 0.940.98; Gln-18 
somatropin = 1.02-1.06; deamidated forms = 1.06-1.11. - --- - 
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*tern suitabilit@: reference solution: 
the electropherogram obtained is similar to the Ph. Eur. reference electropherogrum 
of somatropin. 2 peaks (I,, I,) eluting prior to the principal peak and 3 peaks (I,, I_&) 
eluting after the principal-peak are clearly visible. Note: Peak I7 corresponds to the - 
@caved form; peak I3 corresponds to Gln-18 somatropin and p>ak I3 corresponds to 
the deamidated form>, eluting as a doublet. 

Limits. ----I 
- deamidated forms: maximum 6.5 per cent, - _ 
- any other impurity: for each impurity, maximum 2.0 per cent, - _ 
- total: maximum 11.5 per cent. - -- 
Water (2.5.32): maximum 3.0 per cent, unless otherwise justified and authorised. 
Bacterial endotoxins (2.6.14): less than 5 IU/mg. 

ASSAY 
Size-exclusion chromatography (2.2.30) as described in the test for dimer and related 
substances of higher molecular mass. 
Calculate the content of somatropin (C,,,H,,,,N,,,O,,,S,) from the peak areas in the 
chromatograms obtained with the test solution and the reference solution and the 
declared content of C,,,H1,,,N,,,O,,,S, in somatropin CRS. 

STORAGE 
In a, sterile, airtight, tamper-proof container, at a temperature of 2 “C to 8 “C. 

LABELLING 
The label states: 
- t,he content of somatropin in the container, in milligrams, 
- the composition and volume of the liquid to be added for reconstitution, 
- the time within which the reconstituted solution shall be used and the storage 

conditions during this period, 
- the name and quantity of any added substance, 
- the storage temperature, 
- that the preparation shall not be shaken during reconstitution. 

(If Readers are kindly requested to give a proposal on an acceptance criterion for repeatability of peak area. 
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NOTE RELATNE A LA MONOGRAPHIE 
Suite a une StudQ cottaborative h taquehe ont participe des fabricants de somatropine et 
des OMCL (1~ rapport de t’etude Qst disponible sur demande aupres du Secretariat), it est 
propose de remplacer la methode iso&tectrique utitisee pour d&rminQr la distribution 
des isoformes par une 6lQCtrOphOrt?SQ capittaire de zone. L’attention des bctwrs Qst 
appQ&Q sur tes specifications proposeQs. 

xxxxto952 

SOMATROPINE POUR PRBPARATION INJECTABLE 

Somatropinum ad iniectabilium 

FPTIPLSRLF DNAMLRAHRL HQLAFDTYQE FEEAYIPKEQ 

KYSFLQNPQT SLCFSESIPT PSNREETQQK SNLELLRISL 

LLIQSWLEPV QFLRSVFANS LVYGASDSNV YDLLKDLEEG 

IQTLMGRLED GSPRTGQIFK QTYSKFDTNS HNDDALLKNY 

GLLYCFRKDM DKVETFLRIV QFRSVEGSFG F 

M, 22 125 

DI%‘INITION 
Preparation cryodessechee, sterile, contenant une proteine de mdme structure (191 
rbidus acides amines) que le principal constituant de I’hormone de croissance produite 
par I’hypophyse humaine. 
Teneur : 89,0 pour cent a 105,O pour cent de la quantite de somatropine indiquee sur 
l’btiquette. 
Par convention, pour l’etiquetage des preparations de somatropine, 1 mg de somatropine 
anhydre (C,,,H,,,,N,,,O,,,S,) correspond B 3,0 UI d’activite biologique. 
La somatropine pour preparation injectable satisfait aux exigences de la monographie 
Prkparations parent&ales (0520). 

PRODUCTION 
La somatropine pour preparation injectable est preparee soit a partir de Somatropine 
(09,51) ou de Solution en vrac de somatropine (0950), soit par la methode dite de 
1’ADN recombinant (ADNr) saris passage par le stade de vrac solide ou liquide. Dans ce 
dernier cas, il doit etre demontrb pendant la phase de developpement du produit, par une 
methode de titrage biologique valid&e, fondle sur la stimulation de la croissance et ayant 
et6 approuvee par 1’Autorite competente, que le pro&de de fabrication employ6 donne un 
produit dont l’activite biologique n’est pas inferieure a 2,5 UI/mg. La preparation purifiee, 
a laquelle peuvent etre ajoutes des tampons et des stabilisants, est filtree a travers un filtre 
anti-bacterien, repartie dans des conditions aseptiques en recipients steriles de verre de 
type I (3.2.1), puis cryodesdchee. Les recipients sont immediatement scelles par mesure 
de protection contre les contaminations microbiennes et l’humidite. 
La somatropine pour preparation injectable satisfait egalement aux exigences suivantes. 
Protbines issues de la cell& hGte. La limite est approuvee par 1’Autorite compbtente. 

Fl 



PA,/PH/Exp. 6/T (03) 44 ANP 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 

ADN issu de la cellule hiite et du vecteur. La limite est approuvee par I’Autorite 
competente. 
Lorsque la somatropine pour preparation injectable est preparee d partir de 
Somatropine (0951) ou de Solution en vrac de somatropine (0950), b fabricant peut 
etre dispense de reconfirmer la conformite h E’essai des proteines issues de la cellule 
h&e, d l’essai de I’ADN issu de la cellule h&e et du vecteur, h l’identification 4, d 
l’identification C et d l’essai de distribution des variants charges lors de la production 
ultkieure de la somatropine pour preparation injectable. 

CARACTERES 
Aspect : poudre blanche ou sensiblement blanche. 

IDENTIFICATION 
, , * ... A;& . . 

I,‘& 7, I . \ 

. , . -w 
& Electrophorese capillaire (22.47) selon les indications de l’essai de distribution des 

variants charges avec la modification suivante. 
Injection : solution a examiner (b) ; sous pression ou sous vide, selon la sequence 
suivante : injection de l’echantillon (3 s), puis du tampon EC2 (1 s). .- -- 
Resultats : dans l’electrophoregramme obtenu, 1 seul pie principal correspondant ii la 
somatropine est detect6 : il nest pas observe de dedoublement de ce pit. 

B. Examine2 les chromatogrammes obtenus dans l’essai des proteines apparentees. 
Resultats : le pit principal du chromatogramme obtenu avec la solution a examiner 
est semblable quant a son temps de retention et ses dimensions au pit principal du 
chromatogramme obtenu avec la solution temoin. 

C. Cartographie peptidique (2.255). 
CLIKAGE S&LECTIF DES LIAISONS PEPTIDIQUES 

Solution a examiner. Preparez une solution de substance h examiner, dans de la 
solution tampon tris-chlorhydrate pH 7,5 (O,OSMI R, contenant 2,0 mg/ml de 
somatropine. Transvasez environ 1,0 ml de cette solution dans un tube constitue 
d’un materiau approprie, par exemple du polypropylene. Preparez une solution de 
ttypsine pour cartographic peptidique R h 1 mg/ml dans de la solution tampon 
tris-chlorhydrate pH 7,5(0,05M) R, puis ajoutez 30 yl de cette solution a la solution de 
substance a examiner. Fermez le tube et placezle dans un bain-marie a 37 “C pendant 
/r h, puis sortez-le du bain-marie et stoppez immediatement la reaction, par exemple 
par congelation. Si l’analyse est effect&e immddiatement au moyen d’un injecteur 
automatique, maintenez a 2-8 “C. 
Solution temoin. Preparez la solution temoin au mdme moment et de la meme man&-e 
que la solution a examiner, mais en utilisant de la somatropine SCR au lieu de la 
substance a examiner. 
SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE. Chromatographie liquide (2.2.29). 
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Colonne : 

-- dimensions : I= 0,25 m, 0 = 4,6 mm, 
- phase stationnaire : gel de silice octylsilyle pour chromatographie R (5-10 urn), 
-- temperature : 30 “C. 

Phase mobile : 
-- phase mobile A : prelevez 1 ml d’acide triffuoradtique R et completez a 1000 ml 

avec de I’eau R, 
_- phase mobile B : a 100 ml d’eau R, ajoutez 1 ml d’acide tritluoracetique R, puis 

completez a 1000 ml avec de l’acetonitrile pour chromatographie R, 

Intervalle 
(min) 
o- 20 

20-40 

do- 65 

65- 70 

70-71 

71-85 

Debit : 1 ml/min. 

Phase mobile A Phase mobile B 
(pour cent V/v (pour cent V/v 

100 -+ 80 0 -3 20 

80 -375 20 425 

75 -50 25 +50 

50 -320 50 -+80 

20 -3 100 80 -+O 

100 0 

Betection : spectrophotombtre a 214 nm. 
Injection : 100 1.11. 
Conformite du systeme : les chromatogrammes obtenus avec la solution h examiner et 
la solution temoin sont qualitativement semblables au chromatogramme de re@rence 
de l’hydrolysat de somatropine de la Ph. Eur. 

Resultats : le profil du chromatogramme obtenu avec la solution a examiner correspond 
a celui du chromatogramme obtenu avec la solution temoin. 

D. Examine2 les chromatogrammes obtenus dans le dosage. 
Resultats : le pit principal du chromatogramme obtenu avec la solution 8 examiner 
est semblable quant a son temps de retention et ses dimensions au pit principal du 
chromatogramme obtenu avec la solution temoin. 

ESSAI 
ProtCines apparentkes. Chromatographie liquide (2.2.29) : utilisez le procede de 
normalisation. 
Solution a examiner. Preparez une solution de la substance a examiner dans de la solution 
tampon tris-chlorhydrate pH 75 (0,05M) R, contenant 2,0 mg/ml de somatropine. 
Solution temoin. Preparez une solution de somatropine SCR dans de la solution tampon 
tris-chlorhydrate pH 7,5 (0,05M) R, contenant 2,0 mg/ml de somatropine. 
Solution pour essai de resolution (melange somatropine/desamidosomatropine). 
Preparez une solution de somatropine SCR dans de la solution tampon tris-chlorhydrate 
pH Z5 (O,O5M) R, contenant 2,0 mg,/ml de somatropine. Filtrez sur un filtre sterile ou 
ajoutez de l’axide de sodium R jusqu’a une concentration de 0,l mg/ml, puis laissez 
reposer a temperature ambiante pendant 24 h. 
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Cons~rv~z les solutions d 2-8 “C et utilisez-les dans les 24 h. Si un injQcteur automatique 
Qst utilis&, maintenez-le ct 2-8 “C. 
Colonne : 
- dimensions : I = 0,25 m, Q, = 4,6 mm ; 
- phase stationnaire : gel de silice butylsilylb approprie, ayant subi un cycle de 

post-greffage, d’une granulometrie de 5 pm et d’une porosite de 30 nm ; une colonne 
de saturation remplie de gel de silice est placee entre la pompe et l’injecteur ; 

- temp&raturQ : 45 “C. 
PhasQ mobile : propanol R, solution tampon tris-chlorhydratQ pH &5 (0,05 M) R 
(29::71 v/v). 
D&bit : 0,5 ml/min. 
Ddtection : spectrophotometre a 220 nm. 
Pre’conditionnement de la colonne : rincez la colonne avec 200-500 ml d’une solution 
d’acide triffuoradtique R h 0,l pour cent V/v dans une solution d’a&tonitrile R ri. 
50 pour cent V/v. RCpetez cette operation, autant que necessaire, afin d’optimiser les 
performances de la colonne. 
Injection : 20 ~1. 
RdtQntion rQlative par rapport a la somatropine : desamidosomatropine = environ 0,85. 
Conformit du syst&mQ : solution pour essai de resolution : 
- iemps de rdtention : somatropine = environ 33 min ; ajustez si necessaire la teneur en 

propanol R de la phase mobile ; 
- rksolution : au minimum 1,0 entre les pits dus a la dbamidosomatropine et h la 

somatropine ; 
- lhcteur dQ sym&riQ : 0,9 h 1,8 pour le pit dQ a la somatropine. 
Limites : 
- tota : au maximum 13,0 pour cent. 
Dim&e et substances apparent&es de masse molhxlaire suphieure. Chromatographie 
d’exclusion (2.2.30) : utilisez le pro&d6 de normalisation. 
Solution ci examiner. Preparez une solution de substance & examiner dans de la solution 
tampon phosphate pi?? 7,O (0,025M) R, contenant 1,0 mg/ml de somatropine. 
Solution tdmoin. Dissolvez le contenu d’une ampoule de somatropinQ SCR dans de la 
solution tampon phosphate pH 7,O (0,025 M) R, puis complbtez avec le m&me solvant de 
facon h obtenir une concentration de 1,O mg/ml. 
Solution pour Qssai de r&oh&ion. Placez 1 ampoule de somatropine SCR a l’etuve h 
50 “C pendant une duree suffisante (generalement 12-24 h) pour obtenir l-2 pour cent de 
dim&e. Dissolvez son contenu dans de la solution tampon phosphatQ pH 7,O (0,025 M) R, 
puis completez avec le meme solvant de facon h obtenir une concentration de 1,0 mg/ml. 
Cokonne : 
- dimensions : 2 = 0,30 m, 0 = 7,8 mm, 
- phase stationnaire : gel de silice hydrophile pour chromatographie R de qualite 

a.ppropriee pour le fractionnement des protkines globulaires de masse moleculaire 
comprise entre 5000 et 150 000. 
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Phase mobile : 2-propanol R, solution tampon phosphate pH 7,O (0,063 M) R (3:97 V/v) ; 
filtrez et degazez. 
D&bit : 0,6 ml/min. 
LXtection : spectrophotombtre & 214 nm. 
Injection : 20 1.11. 
R&ention relative par rapport au monomere de somatropine : substances apparent&es de 
masse moleculaire supbrieure = environ 0,65 ; dim&e de somatropine = environ 0,9. 
Conformit& du sgst4me : solution pour essai de resolution : 
- temps de rktention : somatropine = 12 min a 17 min, 
- irapport pic/va&e : au minimum 2,5 avec HP = hauteur audessus de la ligne de base 

du pit dQ au dim&e et H, = hauteur au-dessus de la ligne de base du point le plus bas 
du trace entre ce pit et celui du au monombre. 

Limites : 
- total des pits de temps de rktention intirieur d celui du pit principal : au maximum 

6,0 pour cent. 
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PA,/pH/Exp. 6/T (;a,44 A.NP 

Distribution des variants char&. Electrophorese capillaire de zone (2.2.47). 

e-chromatogramme suivant est presente pour information mais ne sera pas publie 
lzns la Pharmacopee Europeenne. 

I 

55 al 5s min 
~-- --___ 

Figure 0952.-l. - Electrophoregramme reprksentatif de la somatropine 
Sokution a examiner (a). Prbparez une solution de la substance a examiner contenant 
1 mg/ml de somatropine. 
SoJution d examiner (6). Melange2 des volumes bgaux de solution h examiner (a) et de 
solution temoin. 
Solution temoin. Dissolvez le contenu d’une ampoule de somatropine SCR dans de 
l’eau R et completez avec le meme solvant de facon a obtenir une concentration de -- 
1 mg/ml. --- 
*Zaire : -_ 
- materiau : silice fondue non recouverte, -- 
- dimensions : longueur utile = environ 70 Cm, z 50 pm. -- 
Temperature : 30 “C. - -I 
Tampon ECZ: solution filtree de phosphate d’ammonium R a 13.2 g/l ajustee a pH 6 0 
avec de l’acide phosphoreux R 

L-. 
-..L 

Detection : spectrophotombtre a 195 nm -- --..-r 
Programmez 1’autoBchantillonneur pour conserver les echantillons a 4 “C au cows de 
E’analyse. 
Preconditionnement du capillaire : rincez le capillaire pendant 20 min avec de 
wdroxgde de sodium 1 A!, puis pendant 10 min avec de l’eau R et pendant 20 min 
avec le tampon ECZ. 
R&;age avant chaque analyse : rincez le capillaire pendant 2 min avec de l’hgdroxyde de 
sodium 0,I M, puis pendant 6 min avec le tampon ECZ. 
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I-&ion : solution a examiner (a) et solution temoin ; sous pression ou sous vide, selon la 
sequence suivante : injection de l’echantillon (3 s), puis du tampon ECZ (1 s). - -- 
M&&ration : applique2 pendant 80 min un champ dlectrique de 217 V/cm (soit 20 kV - 
pour les capillaires d’une longueur totale de 92 cm), en utilisant le tampon ECZ comme 
solution electrolytique dans les 2 reservoirs de tampon. - 
Migration relative par rapport h la somatropine : forme clivee = 0,94-0,98 ; Gln-18 

- somatropine = 1,02-1,06 ; formes desamidees = 1,06-1,ll. - - 
Conform& du q&me(~) : solution temoin ; - 
- l’electrophoregramme obtenu est semblable A I’kZectrophor4gramme de rbfdrence de - _ 

la somatropine de la Ph. Eur. ;2 pics(l,,I,) clues avant le pit principal et 3 pits (I?, I,, 
I!) blues apres le pit principal sont nettement visibles. Note : Ze pit I2 correspond d - 
& forme clivtie, Ie pit [? d la Gin-18 somatropine et le pit Ig aux fories dksamidees, 
qui sont &lukes sous foime de doublet. 

Limites : 
- formes d&amid&es : au maximum 65 pour cent, - _ 
- toute autre impuretk : pour chaque impure& au maximum 2,0 pour cent, - _ 
- total : au maximum 11,5 pour cent. - -- 
Eau (2.5.32) : au maximum 3,0 pour cent, sauf exception justifiee et autorisee. 
Endototines bacthiennes (2.6.14) : moins de 5 UI/mg. 

DOSAGE 
Chromatographie d’exclusion (2.2.30) selon les indications de l’essai du dim&e et des 
substances apparentees de masse moleculaire superieure. 
Calculez la teneur en somatropine (C,,,H,,,BN,,,O,,,S,) a partir de la surface des pits des 
chromatogrammes obtenus avec la solution a examiner et la solution temoin et de la 
teneur d&la&e en C990H1528N26203,,0S7 de la somatropine SCR. 

CONSERVATION 
En recipient sterile, etanche, a fermeture inviolable, a une temperature de 2 “C h 8 ‘C. 

RTIQUETAGE 
L’etiquette indique : 
- la quantite de somatropine contenue dans le recipient, en milligrammes, 
- la nature et le volume du solvant a utiliser pour reconstituer la preparation, 
- la duree et les conditions de conservation de la preparation reconstituee, 
- le nom et la quantite de toute substance ajoutee, 
- la temperature de conservation, 
- que la preparation ne doit pas Ctre agitee pendant la reconstitution. 

(1) II est demand6 aux lecteurs de proposer un critkre d’acceptation pour la r@&abilitk de la surface des pits. 
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